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Summary 
Using 陀 lativelylong (2 cm) st巳msegments of Torenia， adventitious buds can b巴inducedby 
wounding the s日gments. The substances produc巴dby wounding induced adv巴ntitiousbuds. 1n 
higher plants， wounding produced some phenolic substances such as ac巴tosyringon，sinapic acid， 
ferulic acid， syringaldehyde and acetovanillone. When these substanc巴swere added to the 
medium， adventitious bud initiation was induced and/or promoted. The endogenous contents 
were different from eff巴ctiveconcentrations applied to the medium. Thus， a combination of these 
substances may promote adventitious bud initiation. 
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緒言
植物の器官切片からの不定芽分化においては，切片は母植物から切り出す必要があるためにラ
切片に与えられた傷害は不定芽分化の初期過程において“trigger"としての役割をはたすもの
と患われる.我々はトレニア (Toreniafournieri)の茎切片を材料として，不定芽分化の機構
を解明すべく検討を続けてきたが，その過程て、傷者それ自体が不定芽分化を誘導することを、明
らかにしたはそのことは傷害によって切片で生成される何らかの物質が不定芽分化を誘導す
ることを示す.前報で報告したように，既知のサイトカイニンやオーキシン等の植物ホルモンラ
NH4+のような不定芽分化に影響する無機物質， cyclic AMPやspermidineといった不定芽誘
導活性を告する物質の芸切片内での分布には，傷害あるいは不定芽分化との相関関係は認めら
れなかった九従って，未知の物質が傷害によって生成し，それが傷害誘導不定芽分化を制御し
ているものと考えられた.そこで，そのような観点から検討を進めることとした.
ナス科の横物においては，傷害を与えると acetosyringon(AS)， sinapic acid (SA) ， ferulic 
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acid (F A)， syringaldehyde (SλH)， acetovani1lone (A V)のようなフェノー/レ化合物が生成す
ることが知られている3) これらのフェノール化合物は Agrobacteriumからの T-DNA領域の
転移の際のシグナル物質でもある九そこで，これらフェノール化合物の不定芽分化に対する効
果を調べるとともに，これらの化合物が傷害によって生成するか否かについて検討することと
した
材料と方法
1.植物材料と検定方法
トレニア (Torenia10附'nieriLind.)の種子をパーミキュライトに播種し， 16時間明期/8
時間培期 (100μmolphotons' m-2・sec1)，温度25土 20Cの培養庫で育て，播種後8週間前後
の植物体の上部茎節間を採取した.この節間から長さ 2cmの切片を切り出し，これを外植体と
した.3%ショ糖，0.3%ゲルライトを加えた MurashigeとSkoogの無機塩類組成とビタミン5)
(以下MS培地と略す)を基本培地として用い，これに0.5，uMのbenzyladenine(BA)を添加
あるいは無添加の培地を使用した.この培地に各種濃度の AS，SA， F A， SAHまたは AVを
添加した.培養は16時間明期/8時間暗期 (100μmolphotons' m-2 • sec1)，混度25土 20Cの
培養庫で行い，培養3週間後に，茎切片を2.5mm間隔で、細分し，各部分に形成された不定芽数を
瀦定した.各処理当り24個の茎切片を用い.実験は 3回繰り返した.結果は 3回の実験の平均
値で示し，標準嬬差を計算した.
2.内生フェノール化合物の定量
トレニアの植物体色 16時間明期/8時間培期 (100μmolphotons • m-2・sec1)，混度25土
20Cの培養庫で育て，播種後8ないし10混の植物体のーと部茎節間約20gを採取した.これを長さ
約 1mmに細断して200mQのMS培地に浸潰した.24時間後に浸漬液をまずミラクロスで，次に
0.22μMのフィルターで漉過して組織片を除いた.この液を傷害茎渉出液として用いた.比較の
ために，茎をO.lMリン酸緩衝液 (pH6.9)中で粉砕い櫨過後10，000gで遠心して得た抽出液
を用いた.惨出液と抽出液にクロロホルムを添加して 3泊分配し，得られたクロロホルム相を
濃縮乾国し， MeOH 2mQに溶解したものを HPLCの試料とした.
ブェノール化合物の分析は HPLC(LC-10AS，島津製作所)を用い， 280nmのUV検出器
(SPD-IOA，島津製作所)で行った.カラムは TSKgel ODS 80Ts (4.6mmX250mm)の逆相カ
ラムを用い，溶媒は 1mMテトラブチルアンモニウム(pH2.9):アセトニトリノレを 9 1から
2 : 8の割合で使用した.カラム温度は400C，流速は0.6mQ• min-1で、溶出した.標準試料を分
析した結果を Fig.1に示すが，この分析条件では， SA， FA， AVは分離できなかった.
結巣と考察
1. フェノール化合物の不定芽分化に対する影響
比較的長い茎切片を BAを含む培地で培養すると，不定芽は主に切片両端の切り口周辺から
分化し，中央部からはほとんど分化してこなかった (Fig.2A). このことはすでに報告してい
ることでありlhまた前報2)でも確認しているところである.この培地にさらに ASを添加して
培養すると， 10-9Mというきわめて抵い濃度の ASによって切片中央部からも不定芽が分化し
てきた (Fig.2C). この ASによる不定芽分化促進効果は， 10-10M (Fig. 2B)，あるいは10-8
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Fig. 1 HPLC chromatogram of phenolic substances. The authentic sub-
stances such as syringaldehyde (1)， acetosyringon (3)， gallic acid (4) 
were applied to HPLC. Sinapic acid， ferulic acid and acεtovanillone 
were not separat巴d，and show the p巴ak2. 
M (Fig. 2D)ではほとんど認められなかった.
次に， SA， FA， SAHそして AVの影響について調べた.各ブェノール化合物において最も
有効であった濃度での結果を Fig.3に示すが， SAは0.1μM(Fig. 3A)， FAは1μM(Fig隣
3B)， SA廷は 1μM(Fig.3C)， AVは1μM(Fig.3D)の濃度の時，切片中央部から不定芽
を誘導することが示された.すなわち，今回検討を加えた 5種類のフェノール化合物はいずれ
も傷害を与えた場合と伺様に無傷の切片中央部からの不定芽分化を促進することが示された.
茎切片中央部からの不定芽分化のみについて注目し，各種濃度のフェノーノレ化合物を BAと
共に添加して茎切片を培養し，切片の茎頂側5mmから15mmの範閤において分化した不定芽数の
みを示したのがFig.4である.この結果から，無傷の中央部で10-9M という低い濃度で不定芽
分化数を増加させるのは ASであり，次いでSAが有効で、あった.他の化合物はいずれも IμM
の時に不定芽数を最も増加させ，ほぽ同様の効果を示した.
付加的に茎切片中央部に与えた傷害は，サイトカイニン無添加の培地で培養した場合にも不
定芽分化を誘導することを前報2)で報告した.もしフェノール化合物が傷害と同様に不定芽分
化に作用するのならば，不定芽分化率を上昇させる筈である.このことを確認するために， BA 
無添加の培地に 5種のフェノール化合物を添加し，不定芽分化率を調べた.その結果 (Table
1)，いず、れの化合物を添加した場合にも不定芽分化率は傷害を与えた場合と同様に，ほぽ90%
となった.この時の分化した不定芽の分布については Fig.らに示したが， 5種のブェノーノレ化
合物の添加は茎切片の全面にわたって不定芽を分化させた.
2 .傷害茎漆出液中のフェノー剛ル化合物
以上の結果は傷害によって生成し，不定芽分化を誘導・促進する物質がフェノール化合物で
ある可能性を強く示唆するものである.そこで，傷害茎渉出液中のブェノール化合物について
調べた.
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Fig. 2 Effect of ac巴tosyringon(AS) on adv巴nti-
tious bud initiation in Torenia stem seg 
ments. The long (2cm in length) stcm 
seg111巴ntswere culturcd on the medium 
containing 0.5μM of BA with 10-H'(B)， 
1O-9(C)日nd10-8M (D) of AS. A; without 
AS. After 3 weeks of cultur巴， the number 
of buds formecl was counted every 2.5 111m 
from apical Clt巴ndto basa! end of the 
explant. To observe aclventitious bucl initi 
ation， 24 scgments for each treatment were 
us巴d. The expεriment was repeat巴d3 
times， ancl means and stanclarcl eτrors wer巴
calculatecl 
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Fig.:; Effects of phenolic substanc巴son advcn-
titious bud initiation in Torenia ste11 
segments. The long (2cm in le11gth) st巴m
segments were cultured 01 the meclium 
containing 0.5μM of BA with 107M of 
si11apic acicl (A)， 10-8M of ferulic acid (B)， 
lO-6M of syringalclehyde (C) or 10-6M of 
acetovanillone (D). Afteτ3 weeks of cul 
ture. the number of bllds formed was 
counted every 2.5 mm frひmapical cut enc1 
to basal enc1 of the explant. To observ日
adv巴ntitiousbuc1 initiation， 24segments for 
巴achtre乱tmentwere usec1. The experi 
ment was rεpeated 3 times， anc1 means anc1 
stanc1arcl errors were calculat巴d.
菜の抽出液のクロマトグラム (Fig.6) と傷害茎渉出液のクロマトグラム (Fig.7) を比較す
ると，明らかに{著書茎j参出液に多くのブェノール化合物が含まれていた.特に，標準試料を
HPLCにかけた際の ASとSAHの溶出位置 (Fig.1)に一致するピークが現われた.これらの
含量は ASが約12ng• g新鮮重…" SAHが約26ng.g新鮮震一1であった.
以上:のように，フェノール化合物は傷害を与えた場合と同様に， トレニア茎切片からの不定
芽分化を誘導・促進すること，また，傷害茎惨出液中には ASのようなブェノール化合物が存在
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Fig. 4 Effects of phenolic substances on number of adventi. 
tious buds in c巴ntralpart of Ton判的 stem seglηents. The 
long (2cm in length) stem segments werεcultured on th巴
medium containing 0.5μlVI of BA with various concentra. 
tions of acetosyringon (⑧)， sinapic acid (0)， ferulic acid 
(ム)， syringaldehyd日(汀)0τac巴tovanillone(盤上 After3 
weeks of culture. the number of buds formed in the central 
part (5 to 15 mm from apical end) of segments was 
counted. To observe advεntitious bud initiation， 24 seg. 
ments for each tr下乱tm日ntwere us巴d.Th日experimentwas 
rep巴ated3 times， ancl means ancl stanclard errors were 
calculated 
T、able.1 Effects ()f phenolic substances on aclventitious bucl 
Substances 
initi且tionin Torenia stεm segments. 
Concentration Culturcs with 
(μ1VI) aclv巴ntitiousbucls (%) 
None 4守.2士 5.2
None (wouncled) 90.8 5.6 
Acetosyringon O.orJ1 94.6土 3.8
Sinapic acid 0.1 90.8土 4.8
Ferulic acicl 1.0 92.4土 4.0
Syringalclεhyde 1.0 89司6土 3.6
Acctovanillone 1.0 88.8土 4.4
The stem segments were culturecl on th巴mediumcontaining various 
phenolic sl1bstances. After 3 weeks of cultl1re， the percentag巴 of
cultures with aclventitious bucls was observed‘ To observe adv巴ntト
tious bucl initiation， 24 sεgments for each treatm巴ntwere usecl. Th日
experiment was rep日ated3 times. ancl means and stanclard errors 
were calculatecl. 
することが明らかとなった.従って，傷害によって生成し，不定:牙:分化の“tr包ger"として機
能している物質はこれらのブェノール化合物であることが示唆された.ただし， ASの内生レベ
ルは比較的高いレベル(lO-7M程度)であり (Fig.7)，外から与えた ASの効果に濃度依存性
があってlO-8Mの濃度で与えると効架が認められないこと (Fig.4)を考慮する必要がある.す
なわち，これらのブェノール化合物は少なくとも単独で作用しているのではないという可能性
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Fig. 5 Effects of phenolic substances on adventitious bud initiation in Torenia stem 
segments. The long (2cm in length) stem segments wer巴 culturedon the 
medium without BA and containing 10-9 of acεtosyringon (C). 10-'M of sinapic 
acid (D)， 10-6M of ferulic acid (E)， 10-.6M of syringald台hyde(F)or 10-6M of 
acetovanil!one (G). A and B; without pheno!ic substanc巴s，B; wounded tτansver-
sely (arrow indicates wounding sit巴).After 3 weeks of culture， the number of 
buds formed was count巴devery 2.5 mm from apica! cut end to basa! end of th巴
explant. To observe adventitious bud initiation， 24 segments for each tr巴抗争
ment were used. The experiment was repεated 3 times， and m巴ansand stan 
dard errors were calculated. 
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Fig. 6 HPLC chromatogram of extract from stem internodes of Torenia. 
Sample from 0.5 g equivalent of stem internodes was applied to HPLC. 
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1 : Syringaldehyde 
3: Acetosyringon 
4: Gallic acid 
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Fig. 7 HPLC chromatogτam of exudatεfrom wounded stem int巴rnodesof 
Torenia. Sample fro!11 0.5 g equivalent of wounded stem internodes 
was applied to HPLC‘ 
が考えられる.
摘 要
トレニアの比較的長い茎切片を材料として，傷害が不定芽分化を誘導することを明らかにし
てきた.そのことは傷害によって切片で生成される何らかの物質が不定芽分化を誘導すること
を示している.植物は傷害により acetosyringon，sinapic acid， ferulic acid， syringalde-
hyde， acetovanilloneのようなフェノール化合物を生成することが知られている.そこでこれ
らの物質を培地に添加したところ不定芽分化は誘導。促進された.また，傷害茎渉出液中には
acetosyringonや syringaldehydeが存在することも明らかにした.参出液中の濃度と堵地に与
えて効果を示す濃度がかなり異なるので，これらのフェノール化合物は少なくとも単独で作用
しているのではないという可能性が考えられる.
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